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RESUMO
O Mexitil (Mexiletine hidroclorídrico) ou lr-me 
til-2- (2, 6-xililoxi) -etil-araina hidroclorídrico, é uma ami 
na aromática usada em medicina por suas propriedades antiar 
rítmicas, além de ser um poderoso anestésico local.
No presente estudo, verificou-se o efeito do Mex_i 
til sobre alguns aspectos do metabolismo de mitocôndrias i 
soladas de coração de rato. Os resultados obtidos foram os 
seguintes:
Inibição, nos estudos polarográficos, do estado 
III da respiração rnitocondrial para substratos NAD+ depen 
dentes - glutamato (70%) e a-cetoglutarato (55%) -, sem al̂  
terar significativamente a relação ADP:O e a velocidade res 
piratõria do estado IV. Para o único substrato FAD dependen 
te ensaiado - o.succinato -, as alterações verificadas nestes 
parâmetros foram insignificantes.
Nos ensaios das atividades enzimaticas, o Mexitil 
inibiu fortemente as atividades da NADH-oxidase (90%) e da 
NADH citocromo c-redutase (85%), teve pouca atuação sobre 
o segmento da succinato-oxidase (10% de inibição) e nenhuma 
sobre a citocromo c-oxidase. Sobre a NADH-desidrogenase, a 
droga provocou um estimulo de aproximadamente 80%.
A atividade ATPãsica de mitocôndrias intactas so 
freu uma pequena inibição (10%) por ação do Mexitil, enquan 
to que para mitocôndrias rompidas, a queda da atividade ATP 
ãsica foi mais acentuada (70%).
Verificou-se ainda ura colapso do potencial de mem 
brana (15%) em mitocóndrias energizadas com glutamato, a-ce 
toglutarato, succinato, TMPD + ascorbato e ATP, além de um 
estimulo do efluxo de prótons. O Mexitil também aumentou o 
grau de "swelling" mitocondrial passivo para sais de Na+ e 
K+.
Os dados obtidos são compatíveis com as seguintes 
conclusões:
- O antiarrítmico inibe a atividade do complexo 
í da cadeia respiratória mitocondrial.
- A droga altera a permeabilidade da membrana mi 
tocondrial interna a cãtions como o sódio e o potássio.
- Estes dois efeitos são,provavelmente, consequin 
cias de uma ação primária do Mexitil sobre a membrana mico 
condrial interna, a qual seria esperada, tendo em vista as 
características anfipãticas da droga.
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Apesar dos inúmeros avanços realizados e de uma 
crescente sofisticação dos modos de terapia incorpora - 
dos ao combate das arritmias, esta disfunção ainda persis 
te como causa maior das cardiopatias e das mortes correlaci 
onadas a elas. A terapêutica para este tipo de afecção en 
contra o maior aliado em agentes farmacológicos, embora a 
cirurgia e o uso de técnicas mais arrojadas, estejam em
franco desenvolvimento. Um exemplo disto, são os mapeamen - 
tos epi e endocãrdicos usados como guias de aneurismectomi- 
aseventriculotomias, marcapassos programáveis, desfibrila 
dores implantáveis e marcapassos que detectam e interrompem 
taquicardias com uma série de estímulos programados.
Tais medidas, entretanto, sofrem certas resfcri 
ções quanto à conveniência ou quanto à disponibilidade, ou 
mesmo quanto â efetividade quando se trata de arritmias sé 
rias, fazendo recair sobre as drogas a fatia maior da tera 
pia deste tipo de enfermidade. Não ê de se surpreender, por 
tanto, que nos últimos anos os avanços logrados neste terre 
no sejam formidáveis, fazendo surgir uma série de novas dro 
gas, sempre à procura daquelas realmente eficazes, com efeî  
tos colaterais toleráveis e doses terapêuticas convenientes 
ao tratamento.
Este arsenal está longe de ser ccmpleto, entretanto. 
Ê de se prever que, na busca de um antiarritmico que possa 
ser usado efetivamente na totalidade dos pacientes, os pró 
ximos anos vejam surgir mais e mais drogas do gênero.
1. INTRODUÇÃO
1.1 MEXITIL
0 Mexitil (Mexiletine hidroclorídrico) ou 1-metil 
-2- (2, 6-xililoxi) -etil-amina hidroclorldrico, droga sinteti 
zada e comercializada pelo Laboratório Boehringer-Ingelheim 
sob o código Kõ 1173, ê uma amina aromática com peso molecu 
lar de 215,73. Dentro da classificação atribuída por VAU 
GKAM e WILLIAMS (1974) às drogas antiarrltmicas - baseada 
nos modos de ação destas, sobre as propriedades eletrofisio 
lógicas do coração -, ela esta incluída na classe I (sub 
classe B), com uma estrutura muito similar à da lignocáína 
e à da tocainida.
Fórmula estrutural
É um potente anestésico local ( SINGH e VAUGHAM - 
WILLIAMS, 1972) e i largamente usado como antiarrítmico na 
Irlanda e na Inglaterra . Foi objeto de várias revisões nos 
últimos anos (CHEW et al., 1979 ; LEAHSY e BIGGSR, 1980 ;
WOOSLEY et al.,1984 e RODEN, 1985) e de um simpósio ( Acta 
Cardiológica, supl. 25, 1980).
2.
1.1.1 Uso Clínico
O Mexitil é usado com relativo sucesso no tratamen 
to de arritmias ventriculares crônicas, arritmias ventricula 
res associadas com enfarte do miocãrdio e taguicardia ventri_ 
cular recurrente. A sua administração oral mostrou-se signi 
ficativamente efetiva no combate de anormalidades específi­
cas, incluindo batimentos ectôpicos (uni ou multifocais), ta 
quicardia ventricular,"flutter" e fibrilação. Em alguns ca 
sos, arritmias ventriculares crônicas também podem ser controla 
das (OHASHI, 1984 MEHTA e CONTI, 1982).
0 Mexitil vem sendo usado com sucesso nas heras que 
sucedem ao enfarte agudo do miocãrdio (HALINEN,1984) juntamen 
te com ou logo apôs a aplicação de outros antiarrítmicos (DUFF et al. , 
1983), ou quando os últimos falham ( WASPE et al.,1983; SINGH , 
1984 ; SOEOL , 1984 ). Provoca pouca ou nenhuma xnterfe - 
rência na contratibilidade do miocãrdio ou na condução do es 
tímulo, razão pela qual ê empregado com excelentes resulta 
dos em pacientes com problema de condutividade no miocãrdio.
A administração intravenosa do Mexitil provou ser 
efetiva em pacientes sofrendo de patologia coronariana, mes
■ rmo em casos resistentes ã lignocaína (HENRARD e CARLIER 
1980; SANTINELLI, 1983 ).
1.1.2 Bletrof i-siologia
Ao nível celular, o Mexitil provoca um decréscimo 
da velocidade de ascenção da fase 0 do potencial de ação -
agindo diretamente sobre o componente rápido (influxo de í- 
ons sõdio para o interior da fibra cardíaca) - bem como di 
minuindo a sua amplitude e duração. Ele também reduz a mé 
dia de disparos do marcapasso ventricular, deslocando a vol 
tagem limiar de uma maneira similar â quinidina (WELD et 
al. , 1979).,
Em cães, este antiarrítmico não apresenta efeitos 
nos intervalos PR, QRS e QT em doses inferiores a 9mg/kg 
(CARLIER, 1980) . Embora em pacientes com sistema de condu - 
ção cardíaco normal ele tenha poucos efeitos eletrofisiolõ 
gicos (CHEW et al., 1979), pequenas alterações eletrofisio- 
lõgicas podem ser notadas em pacientes apresentando patolo­
gia do nodo sino-atrial, tais como, bradicardia e prolonga­
mento da recuperação sinusal.
Alterações em outros parâmetros eletrofisiolõgi - 
cos são variáveis. Os efeitos do Mexitil são essencialmente 
semelhantes aos reportados para a lignocaína ( RODEN,l985).
1.1.3 Farmacocinética
O Mexitil pode ser administrado oral ou intraveno 
samente. No caso da administração oral, a sua absorção é 
boa, com aproveitamento sistêmico de aproximadamente noven­
ta por cento ( PRESCOT et al., 1977). Ê eliminado primaria­
mente pelas vias metabólicas, sendo menos de 10% eliminado 
sem alteração pela urina (PRESCOT et al., 1977), enquanto 
cerca de 75% liga-se a proteínas plasmáticas (TALBOT et 
al., 1977) .
Sua concentração plasmãtica terapêutica acredi­
ta-se que oscila entre 0,75 e 2,00yg/ml ( CAMPBELL et al.,
1978), ao passo que a sua meia-vida plasmãtica, seguindo-se 
administração endovenosa foi reportada como sendo de 16,7 
Í5,l horas e de 12,1Í4,0 horas no caso da administração o 
ral (PRESCOT et al., 1977).
A sua eliminação ê mais rápida quando a urina ê 
tornada mais ácida, e mais lenta quando ela ê alcaliniza- 
da
1.1.4 Dosagem e Administração
Numa terapia endovenosa a curto prazo, a dose in_i 
ciai de 150 a 250mg pode ser administrada em espaço de 2 a 
5 minutos, seguida de perfusão de 250mg durante 30 minutos . 
A partir daí, uma dose de 250mg em 2h30min e 500mg dentro 
de 8 horas podem ser usadas. Para a manutenção intravenosa 
da droga, costuma lançar-se mão de uma dosagem de 500 a 
lOOOrng em 24 horas (CHEW et al., 1979).
A dosagem oral ê de 450 a 1200mg por dia, dividi 
da em três porções iguais (HENRARD e CARLIER, 1980).Se dese 
jado, uma dose de reforço de 4 00 a 600mg pode ser adminis^ 
trada 4 a 6 horas antes da de manutenção.
1.1.5 Efeitos Colaterais
Os efeitos colaterais mais frequentes no uso do 
Mexitil envolvem o sistema nervoso central e são relaciona­
dos com a dosagem. Eles incluem: tremores, nistagmo, visão
embaçada, vertigens, sonolência, confusão mental, insônia, 
náuseas e convulsões ( CHEW et al., 1979 ; SCHWARTZ et al., 
1981). Em 15% dos casos,ocorrem também efeitos gastrointes­
tinais adversos ( KEiSiRARD e CARLIER, 1980) . Efeitos colate 
rais de natureza cardiovascular incluem hipotensão e bradi 
cardia (especialmente em pacientes com disfunção do nódulo 
SA), bloqueio cardíaco e piora da funçao ventricular esquer 
da (SCHWARTZ et al., 1981), alêm de fibrilação ventricu
lar (HENRARD e CARLIER, 1980).
Segue, na tabela I, um resumo do perfil farmacolô 
gico do Mexitil.
Embora muitos estudos sobre os aspectos clínicos 
do Mexitil tenham sido levados a cabo, persiste a inexistên 
cia de dados, atê o início deste estudo, relacionados com 
sua ação sobre a atividade de mitocôndrias isoladas. Tal la 
cuna possibilitou a idéia da realização deste estudo, que 
pretende uma visão panorâmica do efeito desta droga sobre 
o metabolismo oxidativo mitoconarial e sobre alguns parâme­
tros físico-químicos. Visando estes objetivos, determinou - 
o efeito da droga sobre a respiraçao e fosforilaçao mito - 
condriais, sobre a atividade dos complexos enzimaticos, so 
bre o potencial de membrana mitocondrial, sobre o efluxo de 
prótons e sobre o "swelling" mitocondrial passivo e ativo.
TABELA I
Resumo do perfil farmacológico do Mexitil
Eletrofisiologia Decréscimo da taxa de elevação da 
fase 0 do potencial de ação por 
ação direta sobre os canais de só 
dio.
Dosagem i.v.:150 a 250mg dentro de 5 minu 
tos, total de 750mg em 3 horas.Do 
se de manutenção de 0,5 a OL,Qrng/rnin 
(CHEW et al. , 197 9) . 
oral:200 a 300mg cada 8 horas,com 
dose de reforço de 400 a 600mg 
(CHEW et al. , 197 9) .
ífeito sobre o ECG Nenhum (KEEFE et al., 1981) 
Ampliação da fase QRS (OPIE,1980)
Meia-vida i.v.: 16±5 horas
oral: 12±4 horas ( KEEFE et al.,1981)
Dose terapôatica 
plasmãtica
0,75yg/ml a 2,0yg/ml \( KEEFE et 




1,5 a 3,0yg/ml (OPIE, 1980)




2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1.1 Isolamento de mitocôndrias de coração de rato pa' /
ra a determinação do consumo de O2 » da atividade
ATPãsica em mitocôndrias intactas e do efluxo
de prótons.
Mitocôndrias de coração de rato foram isoladas se 
gundo método descrito por VOSS et al. (1961), usando-se o 
sistema de extração como segue: D-manitol 0,2M, sacarose 
0,075M , Tris-HCl ( pH 7,4 ) 5mM e EDTA lmM.
Ratos brancos Wistar foram decapitados, seus cora 
ções removidos e depois lavados no sistema de reação gela 
do. A seguir foram picados com tesoura e homogeneizados em 
homogeneizador Van Potter-Elvehjem, usando-se três tipos de 
pistilo em ordem crescente de diâmetro. 0 homogenado obtido 
foi submetido a centrifugação a 800xg por 10 minutos, a 4°G, 
em centrífuga refrigerada Beckman J-21B.
O precipitado foi descartado e o sobrenadante cen 
trifugado a /7JB00xg por 10 minutos. O precipitado assim obti_ 
do, constituído de mitocôndrias intactas, foi ressuspenso 
em meio de extração, sendo novamente centrifugado a 5.000xg 
por mais 10 minutos- Apôs esta terceira centrifugação,as mi 
tocôndrias foram ressuspensas na menor quantidade possível 
do sistema de reação e homogeneizadas de modo a se obter u 
ma concentração de proteínas de aproximadamente 50mg/ml.
2.1.2 Isolamento de mitocôndrias de coração de rato pa
ra a determinação do potencial de membrana.
Mitocôndrias de coração de rato foram obtidas se 
gundo o método de VOSS et al. (1961), descrito anteriormen­
te, com a diferença de que as duas últimas lavagens foram 
feitas com o seguinte sistema: sacarose 0,24M , Tris-HC,l (pH 
6,9) 0,01M. O sedimento final obtido foi também suspenso 
neste sistema.
2.1.3 Isolamento de mitocôndrias de coração de rato pa
ra a determinação do "swelling" ativo e passivo.
Mitocôndrias de coração de rato foram obtidas se 
gundo método descrito por MUSTAFA et al. (1966), com peque 
nas modificações. 0 procedimento é igual ao de VOSS et al. 
(1961), â diferença que, o sistema de extração usado em to 
das as etapas era constituído por: sacarose 0,33M, EDTA lmM 
e Hepes-HCl ( pH 7,5 ) 2mM.
2.1.4 Obtenção de mitocôndrias de coração de rato rom
pidas,para a determinação das atividades enzimã- 
ticas da NADH-oxidase, NADH citocromo c-redutase, 
NADH-desidrogenase, succinato-oxidase e citocromo 
c-oxidase. .
Mitocôndrias intactas, obtidas segundo o método 
de VOSS et al. (1961) - já descrito -, foram congeladas a 
-15°C por pelo menos 12 horas, descongeladas à temperatura
ambiente e conservadas a 0°C para ensaio. As frações de mem 
brana resultantes apresentaram todos os componentes da ca 
deia respiratória com atividade satisfatória. Nenhuma ali 
quota da extração inicial foi ensaiada após um prazo de 4 
(quatro) dias de congelamento.
2.2 MÉTODOS ANALÍTICOS
2.2.1 Determinação do consumo de oxigênio pelo método
polarogrãfico. Calculo do RC e ADP:0.
0 consumo de oxigênio por mitocôndrias intactas, 
foi determinado em eletródio de oxigênio modelo Rank - Bro­
thers (Cambridge - England), acoplado a registrador Recti- 
Riter (Texas Instruments Incorporated), segundo método de 
VOSS et al. (1963). 0 sistema de reação, também segundo
VOSS et al. (1963), constava de: tampão fosfato (pH 7,4)
5mM , EDTA 0,2mM, KC1 lOmM e D-manitol 250mM, Tris-
HC1 (pH 7,4) 10mM. Este sistema era ainda suplementado ora 
com glutamato de sódio 15mM, ora com succinato de sódio 
7mM, ou então com a-cetoglutarato de sódio 15mM, alem da 
suplementação adequada de ADP 0,8mM.
Mitocôndrias suspensas neste sistema, numa concen 
tração final de 0,42mg de proteína/ml e suplementadas com o 
substrato de oxidação adequado, foram mantidas â temperatu­
ra constante de 28°C por banho-maria termostatizado, e as 
respectivas velocidades respiratórias registradas.
As velocidades respiratórias foram expressas em
10-.
nmoles de O consumidos por segundo por miligrama de proteí 
na mitocondrial, considerando-se que a solubilidade do oxi 
gênio na água, a 28°C e latm, ê de 248pM de C>2 (ESTABROOCK, 
1967) .
0 coeficiente de controle respiratório (RC), foi 
calculado fazendo-se a razão entre a velocidade de consumo 
de 0 em presença do ADP (estado III) e a velocidade respira 
tôria apôs todo o ADP ter sido consumido (estado IV).
A relação ADP:0 foi obtida segundo CHANCE e WILLI^ 
AMS (1955), fazendo-se a razão entre nmoles de ADP consumi­
dos durante o estado III e nmoles de O consumidos no mesmo 
estado.
2.2.2 Determinação da atividade ATPãsica em mitocôndri
as intactas.
A atividade ATPãsica ( ATP fosfohidrolase E C 3. 
6.1.3)em mitocôndrias intactas, foi determinada segundo mé 
todo descrito por PULLMAN et al. (1960), cujo sistema de re 
ação i constituído de: sacarose 50mM, Tris HCl (pH 7,4)12mM, 
KC1 50mM e proteína mitocondrial 2mg, num volume final de 
lml.
A reação foi iniciada pela adição de ATP numa mo 
laridade final de 3mM e interrompida com TCA 0,12%,após 10 mi_ 
nutos de agitação constante a 30°C em banho-maria termosta- 
tizado.
A seguir, o material foi centrifugado a 7.800xg 
por 1 minuto, para precipitar os restos mitocondriais, e alí̂
quotas do sobrenadante foram retiradas para dosagem do fos­
fato liberado , segundo método descrito por SUMNER (1944) , 
Os resultados foram expressos em nmoles de ÀTP 
hidrolisados por minutò por miligrama de proteína mitocòn - 
drial. e, para cada concentração da droga, os resultados fo 
ram expressos em porcentagem em relação ao normal (na ausên 
cia da droga).
2.2.3 Determinação da atividade ATPãsica em mitocôndri- 
as rompidas.
A atividade ATPãsica em mitocôndrias rompidas por 
congelamento, foi determinada medindo-se a liberação do fo£ 
fato inorgânico a partir da hidrólise do ATP, na presença 
de um regenerador de ATP, segundo método descrito por PUL 
LMAiSÍ et al. (1960).
O sistema de reação, num volume final de lrnl, era 
constituído por: Tris-HCl (pH 8,4) 50mM, MgSC>4 3mM, PEP
2,5mM, piruvato quinase 3 unidades (uma unidade de piruvato 
quinase converte lymol de PEP a piruvato em um minuto,a 37°C 
e a pH 7,6) e lOOyg de proteína mitocondrial, na presença e 
na ausência da droga.
A reação, foi iniciada com a adição do ATP numa mo 
lariaade final de 4mM e bloqueada, depois de 10 minutos, 
com TCA 0,1%.Toda a reação foi levada a cabo a uma temperatu 
ra constante de 30°C em banho-maria termostatizado e com a 
gitação constante.
Em seguida o material foi centrifugado a 7.800xg
por um minuto para sedimentar os restos mitocondriais e, em 
alíquotas do sobrenadante, o fosfato liberado foi dosado pe 
lo método de SUMNER (1944).
Os resultados foram expressos em ymoles de ATP hi_ 
drolisados por minuto por miligrama de proteína.
Determinação das atividades enzimáticas ligadas 
â cadeia respiratória em mitocôndrias rompidas 
por congelamento.
2.2.4 NADH-oxidase ( NADH:oxigênio õxido-redutase) E C 
1.6.99.3.
A atividade da NADH-oxidase foi determinada pelo 
método espectrofotomêtrico descrito por SINGER (1974) em eŝ  
pectrofotômetro Beckman, modelo DB,acoplado a registrador - 
Linear Potentiometric Recoraer - e a expansor de escala Be 
ckman.
O sistema de reação, num volume final de 3ml era 
constituído de: tampão fosfato (pH 7,4) 80mM, EDTA 50pM , 
NADH (adicionado pouco antes da reação) 0,17mM e proteína 
mitocondrial ( mitocôndrias rompidas por congelamento) 240 
yg. Todo o sistema foi mantido â temperatura constante de 
28°C em banho-maria termostatizado e sob agitação.
A reação foi iniciada com a adição de proteína mi 
tocondrial e a oxidação do NADH foi acompanhada em 340nm.
Os resultados obtidos, tanto na ausência quanto
na presença de concentrações crescentes da droga, foram ex
pressos em nmoles de NADH oxidados por minuto por miligrama 
de proteína mitocondrial, levando-se em conta que o coefici 
ente de extinção molar do NADH a 340nm ê de 6.220M“1cm-1.
2.2.5 NADH citocromo c-redutase (NADH:citocromo c Ôxi 
do-redutase) E C 1.6.99.3 .
A atividade da NADH citocromo c-redutase foi de­
terminada pelo método espectrofotométrico descrito por SOM 
LO et al. (1965), em espectrofotômetro Beckman, modelo DB,a 
copiado a um registrador - Linear Potentiometric Recorder - 
e a um expansor de escala Beckman.
0 sistema de reação, num volume final de 3ml era 
constituído por: tampão fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM, 
NADH 50yM, citocromo c (oxidado) 40yM, KCN lmM e proteína 
mitocondrial (mitocôndrias rompidas por congelamento) 3 0yg.
Todo o sistema foi mantido a 28°C em banho- maria 
termostatizado. A reação foi iniciada com a adição da pro 
teína mitocondrial e a redução do citocromo c acompanhada 
em 550 nm.
Os resultados obtidos, tanto na ausência quanto 
na presença da droga, foram expressos em nmoles de citocro 
mo c reduzidos por minuto por miligrama de proteína mitocon 
drial, levando-se em conta que o coeficiente de extinção mo 
lar do citocromo c red-ox a 550nm é de 19.000M“-*-cm“l.
2.2.6 Citocromo c-oxidase (Ferrocitocromo c:oxigênio õ- 
xido-redutase) E C 1.9.3.1 .
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Esta atividade foi determinada pelo método espec 
trofotomêtrico' descrito por MASON et al. (1973), empregando
se o mesmo recurso instrumental usado para as determinações 
espectrofotomêtricas anteriores, utilizando-se mitocôndrias 
rompidas por congelamento.
0 sistema de reação, num volume final de 3ml, con
tinha: tampão fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM, ferrocitocro
mo c 30yM e proteína mitocondrial 30yg.
Todo o sistema fòi mantido ã temperatura de 28oc 
por banho-maria termostatizado, sendo a reação iniciada pe 
la adição da proteína mitocondrial e acompanhada pelo de 
créscimo da absorção em 550 nm durante 2 minutos.
Para os cálculos dos resultados obtidos, tanto na
ausência quanto na presença da droga, foi utilizado o coefi
ciente de extinção molar do citocromo c red-ox ( 19.000
M-ícm-í).
Obtenção do citocromo c reduzido.
Citocromo c ( tipo IV - Sigma Chemical Co. ) de 
coração., de boi ,foi reduzido:-por pequena quantidade de ditio 
nite (Na2 S2 0 g), e a solução aquosa foi filtrada através de 
coluna de gel de Sephadex G-25, de acordo com YONETANI e 
RAY (1965), a fim de separar o ferrocitocromo c do excesso 
de ditionite e de seus produtos de reação.
A concentração de citocromo c reduzido foi calcu­
lada usando-se E^^Qnm=28.000M”-*-cm“l para a hemoproteína re 
duzida. 0 ferrocitocromo preparado desta maneira, contém me
2.2.7 NÂDH-desidrogenase (NADH:ferricianeto ôxido-redu- 
tase) E C 1.6.99.3 .
Tal atividade foi determinada segundo método es 
pectrofotométricó de SINGER (1974), acompanhada em 420.nm a 
28°C em banho-maria termostatizado, utilizando-se ferricia- 
neto como aceptor de elétrons e em presença de rotenona pa 
ra bloquear a atividade da NADH-oxidase.
0 sistema de reação continha: tampão fosfato (pH
7.4) 50mM, EDTA 2mM, NADH 166yM, ferricianeto 0,66mM e rote 
nona l.,67yM. A reação foi iniciada com a adição de proteína 
mitocondrial 30yg(mitocôndrias rompidas por congelamento).
Os resultados obtidos, tanto na ausência quanto 
na presença da droga, foram expressos* em nmoles de NADH oxi_ 
dados por minuto por miligrama de proteína, levando-se em 
conta que o coeficiente de extinção molar do ferricianeto é 
de 1. 040M“ícm--*-.
2.2.8 Succinato-oxidase (Succinato:oxigênio õxido-redu- 
tâs©) E C 1.3.99.1 .
A reação enzimática foi determinada polarografica 
mente segundo o método de SINGER (1974), utilizando-se como 
fonte enzimática as mitocôndrias de coração de rato rompi^ 
das por congelamento.
O sistema de reação continha: tampão fosfato ( pH
7.4) 80mM, EDTA 50mM, succinato de sôdio lOmM e proteína mi_
nos de 5% da proteína oxidada.
tocondrial 560yg, em volume final de l,3ml. 0 consumo de C>2 
foi acompanhado a 28°C em eletródio de oxigênio, sendo a re 
ação iniciada pela adição de proteína.
A enzima succinato-oxidase foi previamente ativa 
da conforme descrito por SINGER (1974), incubando-se as mi 
tocôndrias rompidas por congelamento, a 28°C durante 10 mi 
nutos na presença de 40mM de succinato de sódio.
Para os cálculos da atividade enzimãtica foi uti_ 
lizada a constante de dissolução do 0  ̂ (a 28°C, latm),igual 
a 248yM (ESTABROOK, 1967).
2.2.9 Determinação do efluxo de prótons.
O efluxo de prótons do meio intra para o meio ex 
tramitocondrial, como consequência da hidrólise de ATP, foi 
determinado com o auxílio de um microeletrodo Metrhom,
acoplado a um registrador Recti-Riter ( Texas Instruments 
Incorporated) com expansor de escala, de tal modo que a e£ 
cala inteira correspondia a 0,2 unidades de pH.
O sistema de reação, num volume final de 2,4ml e 
ra constituído por: KC1 150mM, Tris-HCl (pH 7,4) lmM, pro 
teína mitocondrial lmg,rotenona 4,2yM e ATP (pH 7,4) 4mM.
O efluxo de prótons foi iniciado pela adição do 
ATP,e registrado, por dois minutos. Os resultados foram cal̂  
culados e expressos em ApH.min- -̂, tanto na ausência quanto 
na presença da droga.
2.2.10 Determinação do potencial de membrana.
0 potencial de membrana mitocondrial ( A¥ ) foi 
determinado com base na variação da densidade óptica provo 
cada pela captação de safranina por mitocóndrias energiza 
das ou por a-cetoglutarato, ou por succinato, ou por gluta- 
mato, ou por ATP, ou ainda por ascorbato + TMPD, segundo mê 
todo descrito por ÂKERMAN e WIKSTRÕM (1976).
0 sistema de reação, num volume final de 3ml, con 
tinha: sacarose 0,2M, HEPES (pH 7,2) 20mM, EDTA 0,38M , KCl 
20mM, suplementado com safranina 9,6yM, rotenona 4,2yM,NaCi'J 
lmM, oligomicina 2yg e proteína mitocondrial 2,4mg, sendo 
a reação iniciada com a adição do substrato.
Em todos os experimentos foram mantidas constan 
tes as concentrações de safranina (9,6yM) e de proteína mi 
tocondrial (0,8mg/ml) visto que a faixa de linearidade da 
curva ê função das concentrações do corante e da proteína , 
i.e.,para valores mais elevados de concentração do coran 
te, maiores são os desvios nos valores máximos de potenc:L 
al ( AZZONE et al., 1976).
As alterações da densidade óptica foram registra 
das ou 511-533nm, â temperatura constante de 28°C,em Aminco 
Chance Dual Wavelenghts / Split Beam Recorder Spectrophoto­
meter e o cálculo da variação do potencial de membrana foi 
realizado usando-se uma curva de calibração. Através desta 
curva, converteram-se os valores das amplitudes correspon - 
dentes á ADO de cada ensaio, para valores de potencial de 
membrana, expressos em mV. Tais ensaios foram realizados 
tanto na ausência quanto na presença de concentrações cres
centes da droga
2.2.11 Curva padrão para o cálculo do potencial de mem
brana.
A curva padrão para a determinação do potencial 
de membrana foi confeccionada segundo método espectrofotomê 
trico, preconizado por X.KERMAN e WIKSTRÕM (1976)/ usando-se 
Aminco Chance Dual Wavelenghts / Split Beam Recording Spec 
tropnotometer.
0 sistema de reação continha: sacarose 200mM, HE 
PES (pH 7/2) 20mM, EDTA 380mM e proteína mitocondrial 2,4 
mg, suplementado com rotenona 4,2yM, oligomicina 2yg, safra 
nina 9,6yM/ valinomicina 42ng/ml, FCCP lmM e KC1 0,083mM a 
l,67mM, num volume final de 3ml.
Para o cálculo do potencial de membrana, utilizou 
se a equação de Nerrist AY =60. log-|̂ qr̂ ^j- , sendo [K+in] a 
concentração de I<+ intramitocondrial (120mM) e [K+out]a con 
centração de K+ adicionada ao sistema. O ADO lançado no grá 
fico foi a diferença entre o pico de absorção em 511- 533nm 
a 28^0, obtida após a adição da valinomicina e aquela obti 
da após a adição do FCCP. A curva foi obtida lançando-se o 
potencial calculado para diferentes [K+outJ, através da e 
quação de Nernst, no eixo das abssissas, contra os vários 
AD.O. registrados espectrofotometricamente, no eixo das orde 
nadas. Posteriormente a curva foi ajustada pelo método dos 
mínimos quadrados para minimizar os desvios e eliminar afe 
rições com muita dispersão.
2.2.12 Determinação do grau de "swelling" mitocondrial .
A determinação do grau de "swelling" mitocondrial 
foi realizada segundo o método espectrofotcmétrico de SEPPA 
LA et al. (1973), sendo ADO mensurado em Aminco Chance Du 
al Wavelenghts / Split Beam Spectrophotometer.
Para a determinação do "swelling" provocado pela 
entrada de sõdio na matriz mitocondrial, foi utilizado o se 
guinte sistema de reação: sacarose lOOrnM, Tris (pH 7,5) 30
mM, EDTA 0,5mM, acetato de sõdio 50mM e proteína mitoconari 
al l,5mg, suplementado adequadamente, ora com glutamato de 
sõdio 15mM, ora com succinato de sõdio 15mM, ora com ATP 
5mM, ou ainda com ascorbato + TMPD 15mM, além de cianeto de 
sõdio 100yM, rotenona 4,2yM e FCCP 0,48yM.
Jã para a determinação do grau de "swelling" cau 
sado por entrada de potássio, tanto o sistema quanto a su 
plementação foram os mesmos, exceto que utilizou - se o 
Kf^PO^ (20mM) ao invés do acetato de sõdio e a presença ad:L 
cional da valinomicina l,7yg/ml.
Nos dois casos a temperatura foi mantida constan 
te em 28°C, diferindo apenas o comprimento de onda usado pa 
ra os dois ensaios: 575nm para o "swelling" provocado pelo 
sõdio e 520nm para o provocado pelo potássio. As variações 
do grau de "swelling" foram acompanhadas pelas variações da 
densidade óptica em função do tempo.
z.2.13 Determinação da concentração de proteína.
Todas as determinações de concentração de proteí
na foram realizadas pelo método descrito por LOWRY et al (1951 ) 
utilizando-se como padrão solução aquosa de soroalbumina bo 
vina cristalina (Sigma). As leituras foram feitas 10 minu 
tos apõs a adição do reativo de fenol, em 54 0nm, com . aüxiC 
lio de espectrofotômetro Beckman modelo DB.
2.2.14 Preparo da solução de Mexitil.
A solução aquosa de Mexitil usada em todos os ex 
perimencos foi preparada cerca de uma hora antes de cada en 
saio.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO.
3.1 Efeito do Mexitil sobre o consumo de 02 pela mito
côndria de coração de rato.
No início do estudo do(s) efeito(s) do Mexitil so 
bre o metabolismo mitocondrial lançou-se mão de dois subŝ  
tratos NAD+ dependentes (glutamato e a-cetoglutarato) e de 
um FAD dependente (succinato), por serem eles, pelas suas 
oxidações, os aportadores do processos básico de liberação 
de energia na mitocôndria, seja para a síntese de ATP, seja 
para o transporte ativo de íons, ou ainda para transidroge 
nações (GREVILLE, 1969).
Como pode ser visto nas figuras 1,2 e 3, ê percep 
tível a diferença de comportamento do metabolismo dos subs - 
tratos NAD+ dependentes frente ao Mexitil se compararmos 
com a oxidação do substrato FAD dependente nas mesmas condî  
ções. Enquanto nas três situações não temos alterações notã 
veis no estado IV de CHANCE e WILLIAMS (1955), nem na rela 
ção ADP:0, fica evidente a profunda alteração causada pela 
droga sobre o estado III ( e consequentemente sobre o RC),pa 
ra os substratos NAD+ dependentes. Se neste estado III não 
temos alteração marcante no consumo de 02 com o succinato, já 
no caso dos dois substratos NAD+ dependentes a . diminuição 
da velocidade respiratória e notável em presença do Mexi­
til.
Várias hipóteses caberiam para explicar a queda
da velocidade respiratória para os substratos NAD+ depen
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Efeito do Mexitil sobre a velocidade respirató - 
ria e fosforilação oxidativa era mitocôndrias ener 
gizadas com glutamato.
Sistema: tampão fosfato ( pH 7,4 ) 5mM , Tris lOmM , EDTA 
0,2mM , KCl lOmM , manitol 250-mM , glutamato de sódio 15mM, 
e proteína mitocondrial lmg , suplementado adequadamente 
com ADP 5ymoles, para um volume final de 2,4ml. Os resulta­
dos representam a média de quatro experimentos. As velo 
cidades respiratórias do estado III ( Â— ▲ ) e do estado 
IV ( A— A ) estão expressas em nmoles de 0 consumidos por 
minuto por miligrama de proteína mitocondrial. ( o— • ) con 
trole respiratório e ( o— o ) relação ADP:O.
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Fig 2 - Efeito do Mexitil sobre a velocidade respiratória 
e fosforilação oxidativa em mitocôndrias energiza 
das com a-cetoglutarato.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 5mM, Tris lOmM, EDTA 0,2 
mM, KC1 lOmM , manitol 250mM , a-cetoglutarato de sódio 
15mM e proteína mitocondrial lmg, suplementado adequada 
mente com ADP 5ymoles, para um volume final de 2,4ml Os 
resultados representam a média de cinco experimentos. As ve
locidades respiratórias do estado III ( A A ) e do estado
IV ( A--A ) estão expressas em nmoles de O consumidos por 
segundo por miligrama de proteína mitocondrial. ( »-— % )con 
trole respiratório (RC) e ( o— o ) relação ADP:O.
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Fig 3 - Efeito do Mexitil sobre a velocidade respiratõ - 
ria e fosforilação oxidativa em mitocôndrias ener 
gizadas com succinato.
Sistema: tampão fosfato ( pH 7,4 ) 5mM, Tris lOmM, EDTA 0,2 
mM, KCl lOmM , manitol 250mM , succinato de sõdio 7mM e 
proteína mitocondrial 0,5mg , suplementado adequadamente 
com ADP 5ymoles , para um volume final de 2,4ml. Os resulta 
dos representam a média de quatro experimentos independen 
tes. As velocidades respiratórias do estado III ( A - - À  ) e 
do estado IV ( A— -A ) estão expressas em nmoles de O consu 
midos por segundo por miligrama de proteína mitocondrial . 
( ©— • ) controle respiratório e ( o— o ) relação ADP:O .
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dentes, a saber: 1- Inibição da oxidação ao nível da cadeia 
respiratória ( mais especificamente sobre o complexo I, a 
NADH CoQ-redutase), 2- Inibição da ATPase mitocondrial, 3-
Ação sobre o carreador ATP/ADP ou até sobre o próprio carre 
ador fosfato e 4- Inibição dos carreadores glutamato/aspar- 
tato e a-cetoglutarato/malato.
Enquanto a primeira hipótese resiste a posterio 
res analises, a segunda e a terceira são descartadas imedia 
tamente se levarmos em conta os parâmetros obtidos com o 
succinato como substrato de oxidação. Se houvesse inibição 
da ATPase ou do carreador ATP/ADP, ou ainda do carreador 
fosfato, teríamos um comportamento frente ao Mexitil, seme 
lhante para os três substratos, uma vez que a-cetoglutara - 
to, succinato e glutamato compartilham estes sistemas.
A quarta hipótese, .por sua vez, pode ser refutada 
com um dos dados obtidos durante os estudos polarogrãficos. 
Se houvesse ação do antiarrítmico sobre os carreadores, ha
veria uma grande diferença de velocidade respiratória en
tre ensaios efetuados com a adição da droga antes ou depois 
da adição dos substratos. Nos registros das velocidades res 
piratórias, a respiração mitocondrial, seja no estado III 
seja no IV, ê a mesma, independente da ordem de adição en 
tre o antiarrítmico e o substrato ensaiado.
Resta a primeira hipótese, que é plausível até es
te estádio, se for levado em conta que o complexo I da ca
deia respiratória, a NADH CoQ-redutase, ê responsável pela
oxidação do glutamato e do a-cetoglutarato, e que ele ê in
dependente do complexo II (succinato CoQ-redutase). Neste 
caso, o Mexitil poderia estar atuando negativamente sobre 
o primeiro sem causar alterações drásticas no segundo.
Pequenas inibições sobre outros sistemas,contudo, 
não podem ser descartadas. Apesar de não explicarem a sensí 
vel queda do estado III para os substratos NAD+ dependentes, 
restam ainda alguns efeitos menores, explicáveis através de 
uma inibição de várias atividades enzimãticas.
Ê o caso da leve diminuição da velocidade respira 
tõria do estado III, para o succinato, em presença do Mexi 
til. Apesar desta queda não ser tão drástica quanto aquela 
ocorrida para os substratos NAD+ dependentes, ela existe e 
é aparente ( figura 3 ) . Ê de se esperar, portanto, uma lî  
geira inibição também na atividade da succinato-oxidase.
Já as variações da relação ADP:O são inconclusi^ 
vas, podendo resultar tanto de variações experimentais,quan 
to de uma queda motivada pela inibição da atividade ATPási- 
ca, ou então por uma leve dissipação de energia. Esta mes 
ma dissipação, poderia ser a causa de um sutil aumento da 
velocidade respiratória do estado IV, embora estas varia - 
ções possam ser devidas apenas a circunstâncias experimen - 
tais. Não se pode descartar, portanto, uma pequena dissipa­
ção da força próton-motriz (.AyH+ ) e/ou uma leve inibição 
da atividade ATPãsica. Em outras palavras, não é de se es 
perar uma só causa para os efeitos da droga; o mais provã 
vel é que estes efeitos apresentados sejam resultados de 
uma somatória de causas, embora o efeito sobre o complexo
I pareça ser o que contribui com maior parcela no cômputo 
geral.
3.2 Efeito do Mexitil sobre a atividade das enzimas
ligadas â cadeia respiratória.
Depois dos resultados polarogrãficos obtidos,a es 
colha mais natural para o experimento seguinte recaiu sobre 
o estudo parcelado da cadeia, para confirmação ou não das 
suspeitas iniciais. E boa parte das hipóteses anteriores se 
viram confirmadas.
Como pode ser visto na figura 4, a inibição pelo 
Mexitil, tanto da NADH-oxidase quanto da NADH citocromo c- 
redutase, é bastante drástica. Para concentrações do Mexi 
til , iguais âs usadas para os estudos polarogrãfi -
cos, houve inibições na ordem de 50% já nas concentrações 
mais baixas da droga, e que chegam a ser da ordem de 90% 
naquelas mais altas. (Qualquer comparação quantitativa, en 
tretanto, deve ser evitada, pois tanto os meios de reação u 
sados, quanto, as condições de atuação das enzimas são dife­
rentes. Nos estudos polarogrãficos,os complexos enzimáti_ 
cos atuavam em mitocôndrias intactas, ao passo que nos estu 
dos de parcelamento de cadeia, eles o fazem em frações de 
membrana. A própria atuação da droga pode sofrer mudanças 
em condições tão diferentes).
O contrário ocorre com a atividade da NADH-desi - 
drogenase. Por razões que fogem â profundidade do presente 
trabalho, esta parcela da cadeia respiratória é ativada em
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Fig. 4 - ( ©— • ) Efeito do Mexitil sobre a atividade da
NADH-oxidase.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 80mM,EDTA 50mM, NADH 0,17
mM e proteína mitocöndrial 240yg. A reação foi iniciada com 
a adição da proteína, e a oxidação do NADH seguida espectro 
fotometricamente em 340nm, a 28°C. Cada resultado represen 
ta a média de três experimentos independentes,e 100% da ati_ 
vidade enzimãtica correspondem a 70nmoles de NADH oxidados 
por minuto por miligrama de proteína mitocondrial.
( o— o ) Efeito do Mexitil sobre a atividade da
NADH citocromo c-redutase.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM,NADH 50yM,
citocromo c 40yM, KCN lmM e proteína mitocondrial 30yg. A 
reação foi iniciada com a adição da proteína e acompanhada 
espectrofotometricamente em 550nm, a 28°C. Os resultados re 
presentam a média de três experimentos independentes,e 100% 
da atividade enzimãtica corresponde a 189nmoles de citocro­
mo c reduzidos por minuto por miligrama de proteína.
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Fig. 5 - ( ©— « ) Efeito do Mextitil sobre a atividade da
NADH-desidrogenase.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM, NADH 166
yM, ferricianeto 0,66mM, rotenona l,67yM e proteína mitocon 
drial 30yg. A redução do ferricianeto foi iniciada com a a 
dição da proteína e acompanhada espectrofotometricamente em 
420nm, a 28°C, por 2 minutos. Os resultados representam a 
média de três experimentos independentes e 100% da ativida­
de enzimãtica correspondem a 4,52nmoles de NADH oxidados 
por minuto por miligrama de proteína mitocondrial.
39.
I_
0 — I 8,00,8 2,0 4,0
[MexitiQ mM
Fig. 6 - ( o— o ) Efeito do Mexitil sobre a atividade da
citocromo q-oxidase.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM, ferricito
cromo c 30pM e proteína mitocondrial 30yg,para um volume fi 
nal de 3ml. A oxidação do citocromo c foi iniciada com a a 
dição da proteína e acompanhada espectrofotometricamente em 
550 nm, a 28°C, por 2 minutos. Os resultados representam a 
média de três experimentos independentes, e 100% da ativida 
de enzimãtica corresponde a ISOnmoles de citocromo c oxida 
dos por minuto por miligrama de proteína mitocondrial.
( ©— ® ) Efeito do Mexitil sobre a atividade da 
succinato-oxidase.
Sistema: tampão fosfato (pH 7,4) 80mM, EDTA 50mM, succina
to de sódio lOmM e proteína mitocondrial 560yg, para um vo 
lume final de l,3ml. A reação foi iniciada com a adição da 
proteína e o consumo de O2 acompanhado polarograficamente a 
28°C. Os resultados representam a média de três experimen - 
tos independentes,e 100% da atividade enzimãtica correspon­
de a 29nmoles de O2 consumidos por minuto por miligrama de 
proteína mitocondrial.
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presença do antiarrítmico, como pode ser observado na figu 
ra 5. De conclusivo deste experimento, fica a evidência de 
que a NADH-desidrogenase não ê a responsável pela inibição 
do segmento NADH-citocromo c redutáse.
A análise do efeito do Mexitil sobre segmentos 
parcelados da cadeia respiratória, confirma as suposições 
iniciais de que o sítio mais atingido ê aquele ligado ao 
complexo I. Isto ê facilmente visível na figura 6, onde são 
mostradas as atividades da succinato-oxidase e da citocromo 
c-oxidase, sendo esta última a parte final da cadeia respi­
ratória e a que parece sofrer pouquíssimo ou nenhum efeito 
com concentrações crescentes do antiarrítmico.
Os resultados tornam-se ainda mais claros quando 
se observa a atividade da succinato-oxidase, que sofre leve 
inibição nas concentrações usadas nos estudos polarográfi_ 
cos, o que poderia explicar a pequena redução do consumo de 
O2 / quando da oxidação do succinato. Como as duas porções 
da cadeia respiratória ( NADH-oxidase e succinato-oxidase ) 
possuem em comum tanto o complexo III ( C0 QH2 citocromo c- 
redutase ) quanto o complexo IV ( citocromo c-oxidase) -que 
sofrem pequenas inibições -, ê fácil perceber que a redu 
ção da atividade da NADH-oxidase deve estar localizada num 
ponto que não seja comum aos dois substratos (mais precisa­
mente ao nível do complexo I). Dito de outro modo: se os e 
lêtróns fluem livremente pelo complexo IV e com pequena di_ 
ficuldade pelos complexos II e III, a grande inibição da a 
tividade da NADH citocromo c-redutase e da NADH-oxidase de
ve residir ao nível do complexo I ou, mais especificamen^ 
te, após a NADH-desidrogenase e antes da CoQ, tendo em vxs_ 
ta os resultados obtidos com a ativação da NADH-desidrogena 
se.
Tais dados confirmam com certa segurança aqueles 
obtidos nos estudos polarogrãficos (corroborando a primeira 
hipótese lançada), além de apresentarem semelhança com re 
sultados obtidos em estudos com outros anestésicos locais 
(CHASOTTE e VANDERKOOI, 1981) e com outros antiarrítmicos 
(KLÜPPEL et al., 1978 ; BORBA , 1983).
Isto se deve ao fato de que, sendo o Mexitil um 
composto lipossolúvel, ê possível que a maior parte dos 
seus efeitos se deva â sua interação com a membrana plasma 
tica. Sabe-se também que, de todas as parcelas da cadeia, a 
C0 QH2 citocromo c-redutase é a menos dependente de lipídeos 
(SliíGER, 197 4). É portanto previsível que a interação de u 
ma droga lipossolúvel com a membrana cause maiores modifica 
ções no comportamento enzimãtico das porções anteriores da 
cadeia respiratória (notadamente do complexo I), que sejam 
mais dependentes de interações com a membrana.
3.3 Efeito do Mexitil sobre a atividade ATPásica em
mitocôndrias intactas e em mitocôndrias rompidas.
Evidentemente existe grande probabilidade de que 
os efeitos do Mexitil não se restrinjam a um único sítio ou 
a uma só atividade enzimãtica. Por ser uma droga lipossolú 
vel, com prováveis efeitos sobre toda a membrana mitocondri^
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Fig.7 - ( o— o ) Efeito do Mexitil sobre a atividade ATP
ãsica de mitocôndrias intactas.
Sistema: sacarose 50mM,, ' Tris-HCl (pH 7/4) 12mM,KCl 50mM ,
proteína mitocondrial 2mg e ATP 3mM, para um volume 'final 
de lml. A reação foi iniciada com a adição do ATP e inter 
rompida com TCA 6 % depois de 10 minutos de agitação constan 
te a 30°C. A quantidade de ATP hidrolisado foi determinada 
pela liberação de fosfato inorgânico no sistema. Os resulta 
dos representam a média de dois experimentos independentes, e 
100% da atividade enzimãtica corresponde a 63nmoles de ATP 
hidrolisados por minuto por miligrama de proteína.
( o—- o ) Efeito do Mexitil sobre a atividade ATP
ãsica de mitocôndrias rompidas.
Sistema: Tris-HCl (pH 8,4) 50mM, MgSÜ4 3mM, PEP 2,5mM, pi
ruvato quinase 3 unidades, ATP 4mM e proteína mitocondrial 
lOOyg. A reação foi iniciada com a adição do ATP e blcquea 
da com TCA 5% depois de 10 minutos de agitação constante a 
30°C. A quantidade de ATP hidrolisada foi determinada pela 
dosagem do fosfato inorgânico liberado no sistema. Os resulL 
tados representam a média de quatro experimentos independen 
tes, e 1 0 0 % da atividade enzimãtica corresponde a 2 ,6ymoles 
de ATP hidrolisados por minuto por miligrama de proteína.
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al, ê lógico se pensar que todas as atividades enzimãticas 
ligadas a ela sofrerão maiores ou menores efeitos, devido a 
uma ou mais causas.
Estas observações se aplicam â ATPase mitocondri 
al. Sendo ela um complexo de membrana, ê natural que a sua
atividade sofra modoficações devidas â perturbação do seu
apoio físico.
Como pode ser visto na figura 7, isto parece ser 
verdadeiro, jã que para mitocôndrias rompidas, a- inibição 
da atividade ATPasica ê marcante, enquanto leve decréscimo 
de atividade ( aproximadamente 1 0 %) ocorre em mitocôndrias 
intactas, o que explicaria uma pequena diminuição da rela 
ção ADP:0 nos estudos polarogrãficos.
Já as disparidades obtidas entre as atividades
ATPãsicas de mitocôndrias intactas e rompidas se devem pri
mariamente ãs concentrações finais de proteínas usadas nos 
dois ensaios ( 0 ,lmg para o ensaio com mitocôndrias romp_i 
das e 2 ,0mg para aquele com intactas ), e jã que as concen 
trações da droga são as mesmas para ambos os ensaios,têm-se 
que a relação droga/proteína é bem maior naquele realizado 
com mitocôndrias rompidas, ocasionando maior inibição da 
ATPase. Além disto, estas disparidades são provavelmente de 
vidas a uma maior interação do Mexitil com a membrana mito 
condrial no caso da atividade ATPãsica em mitocôndrias rom 
pidas, uma vez que as duas camadas da bicapa lipídica estão 
em contacto direto com a droga.
3.4 Efeito do Mexitil sobre o potencial de membrana
mitocondrial.
Entre os ensaios realizados com mitocôndrias,o po 
tencial de membrana ( AT ) é um dos que têm trazido maio 
res problemas para a sua mensuração exata. Varias tentati 
vas têm sido feitas neste sentido, por diversos autores, pa 
ra elucidação dos valores exatos deste parâmetro, cuja im 
portância reside no fato de ser ele um dos componentes da 
força prôton-motriz ( AyH+ ) em mitocôndrias ( .'ROTTENBERG, 
1979 ; BOYER et al., 1977).
Entrementes, foi demonstrado por ÂkERMAN e WIKS 
TROM (1976), que existe uma relação linear entre a respos^ 
ta espectroscôpica da safranina e o valor de AT em prepara 
ções mitocondriais oxidando substratos da cadeia respirató 
ria ou hidrolisando ATP. Nestas condições, a safranina, um 
composto com carga líquida positiva na faixa do pH de en 
saio, desloca-se do meio extra para o intramitocondrial (e£3 
te último carregado negativamente em relação ao primeiro), 
por simples repulsão eletrostática do meio extramitocon
drial, além da atração, de mesma natureza, do intramitocon 
drial.
Com isto, parte da safranina se agrega em solu 
çâo, formando dímeros e até mesmo polímeros, sendo que a ou 
tra parte se liga a grupos aniônicos da membrana (COLLONA 
et al., 1973), podendo sofrer agregação em paliçada e,se os 
sítios de ligação da safranina estiverem bem próximos, ha 
vendo passagem à forma polimêrica.
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Fig. 8- Variação espectral da safranina induzida pelo po 
tencial de difusão do potássio.
Sistema: sacarose 20OmM, Hepes 20mM ( pH 7,2 ), EDTA 0,38
mM, rotenona 4,2yM, oligomicina 2yg, safranina 9,6yM, valino 
micina 42ng/ml, FCCP lmM, KCl 0,083 a l,67mM e proteína mito 
condrial 0,8mg/ml, num volume final de 3ml. O potencial foi 
calculado de acordo com a equação de Nernst : .
= 60.log K+in / K+out , sendo K+in = 120mM e K+out con 
forme o potássio adicionado. A extengão da resposta foi a di 
ferença de absorção em 511-533nm a 28c>C, obtida após a adi 
ção de valinomicina e'aquela obtida após adição do FCCP. Ou 
tros detalhes são descritos em Materiais e Métodos.r
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Fig. 9 - Efeito do Mexitil sobre o potencial de membrana. 
Sistema: sacarose 200mM, Hepes 20mM ( pH 7,2 ), EDTA 0,38rrM,
KCl 20mM, safranina 10 M, 0,8mg/ml de proteína mitocondrial , 
suplementado com rotenona 4,2yM, oligomicina 2yg, KGN lmM , 
num volume final de 3ml. Reação iniciada com glutamato de só 
dio 15mM ©— • (100% correspondendo a 188mV ); ATP 0,38mM
o— o (100% correspondendo a 176mV ) e TMPD 0,6mM e ascorbato 
de sódio 15mM k— Â (100% correspondendo a 157mV ). Alterações 
na densidade óptica foram registradas em 511-533nm a 28°C. Os 
cálculos foram feitos, com base na curva de calibração mostra 
da na figura 8 .
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Fig. 10 - Efeito do Mexitil sobre o potencial de membrana. 
Sistema: sacarose 200mM, Hepes 20mM (pH 1,2), EDTA 0,38mM'/
KCl 20mM, safranina 10yM, 0,8mg/ml cfeiprotelna mitocondrial , 
suplementado com rotenofta'4,2yM, oligomicina 2yg eKCN lmM , 
num volume final de 3ml. A reação foi iniciada com succinato 
de sódio 5mM ®— « (100% correspondendo a 190mV) ; a-cetogluta
rato 15mM o— o (100% correspondendo a 168mV). Alterações da 
densidade óptica foram registradas em 511-533nm a 28°C. Os 
cálculos foram feitos com base na curva de calibração mostra 
da na figura 8 .
Esta passagem é acompanhada de alterações espec 
trofotomêtricas, tanto maiores quanto maior for o influxo 
de safranina, causado pela diferença de cargas do meio ex 
tra para o intramitocondrial ( diferença de potencial eié 
trico), possibilitando estabelecer uma relação direta entre 
o valor do Af e o ADO resultante do acúmulo e da polimeri- 
zação da safranina na mitocôndria ( ZANOTTI e AZZONE,1980).
Após determinada a curva de calibração que seria 
usada para mensuração dos potenciais de membrana ( mantendo 
se a melhor relação possível safranina/proteína e a concen 
tração final de safranina mais adequada, para maior lineari^ 
dade), a ação do Mexitil sobre o potencial de membrana de 
mitocôndrias energizadas teve início com o uso de >' cinco 
substratos. Além do glutamato, do a-cetoglutarato e do suc 
cinato, usados nos estudos polarogrãficos, escolheu-se o 
ATP e o ascorbato+TMPD porque tanto a hidrólise do ATP
quanto a oxidação do ascorbato + TMPD sofrem alteração irú 
nima com a droga. Deste modo, uma eventual queda de poten 
ciai com estes dois substratos, seria devida unicamente a 
alterações de permeabilidade de membrana e não à ação da 
droga sobre a cadeia respiratória.
Como pode ser observado nas figuras 9 e 10, a que 
da do potencial de membrana, em termos proporcionais, não 
difere muito para os cinco substratos usados, embora a velo 
cidade de formação deste potencial caia bastante para a_l 
guns deles ( não mostrado ). Se bem que haja pequenas va 
riações do potencial de membrana na ausência do Mexitil (em
função do substrato empregado e das preparações mitocondri- 
ais), a queda dos mesmos, frente a concentrações crescentes 
da droga, mostram perfis praticamente idênticos para <todos 
os substratos. ( Os desvios padrões relativamente altos, no 
tadamente no caso do a-cetoglutarato, se devem mais a prepa 
rações mitocondriais diferentes - jã que os ensaios foram 
realizados em dias diferentes -, que a variações dentro de 
uma mesma bateria de experimentos).
Tal semelhança de resultados permite afastar, jã 
de início, a hipótese de que esta diminuição do potencial 
de membrana para os vários substratos, seja decorrente da i_ 
nibição da cadeia respiratória, uma vez que o ascorbatot TM 
PD i um substrato redutor do ultimo sítio conservativo da 
cadeia respiratória, o qual não sofre nenhuma ação aparente 
do antiarrítmico.( Mesmo a oxidação do succinato e a hidrõ 
lise do ATP mostraram sofrer bem pouca influência).
Existe portanto, uma dissipação do potencial de 
membrana motivada pela droga, e que pode ser provocada pelo 
influxo de prótons e/ou cãtions, como o potássio ( no pre 
sente ensaio ) ou mesmo o sódio. Para verificar esta propo 
sição, determinou-se o efluxo de prótons da matriz mitocon 
drial, em presença do Mexitil.
Antes porêm, uma breve análise dos estudos polaro 
gráficos poderá servir de auxílio para a elucidação desta 
questão.
Segundo a teoria quimiosmótica de MITCHEL (1961), 
em mitocôndrias acopladas e respirando, o consumo de C>2 é
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lento na ausência de ADP, uma vez que a força prõton-motriz 
( AyH+ ) não está sendo utilizada, inibindo assim a cadeia 
respiratória ( estado IV ). Quando se adiciona ADP ao siste 
ma de reação, a velocidade de>consumo de C>2 aumenta ( esta 
do III ) por causa do afastamento da inibição da cadeia (mo 
tivado pela utilização da força próton-motriz ), atê que 
todo o ADP seja esgotado, quando então a velocidade respira 
tória retorna ao ritmo característico do estado IV. Como 
foi dito em Materiais e Métodos, a relação entre o número 
de moles de ADP consumidos ( ou adicionados ) , durante o
estado III ( em nmoles ), e o número de moles ( em nmoles 
de O ) de oxigênio reduzidos no mesmo estado, nos fornece a 
relação ADP:O.
Supondo-se no entanto, que durante o estado III ha
ja influxo de prótons para o interior da matriz mitocondri^
al, causado pela presença de uma droga que não desacople
totalmente a respiração da fosforilação, ê de se esperar um
abaixamento da relação ADP:O, uma vez que muitos prótons e
jetados da matriz mitocondrial não são utilizados para a
síntese de ATP ■( e consequente fosforilação do ADP. Em ou
tras palavras, mais oxigênio vai ser consumido para compen
sar os prótons"inúteis" ( não conservativos ), ejetados da
matriz mas não usados para fosforilar o ADP. Este desacopla
mento parcial produziria um outro efeito, que é o aumento 
. ♦ ■ 
da velocidade respiratória no estado IV. Havendo influxo de
prótons não conservativos tanto no estado III quanto no e£ 
tado IV, a velocidade de consumo de C>2 neste último aumen
ta, fazendo com que a sua velocidade respiratória se aproxi 
me da do estado III.
Este não ê o caso. Embora possa ocorrer ligeira 
queda da relação ADP:0 ( figuras 1,2 e 3), se realmente hou 
ver uma desenergização da mitocôndria por influxo de pró 
tons não conservativos, o aumento da velocidade respiratõri^ 
a do estado IV seria muito mais notória, principalmente em 
concentrações maiores do antiarrítmico.
Resta portanto, explicar os três fatos - estabil_i 
dade da velocidade respiratória do estado IV, queda muito 
pequena da relação ADP:0 e diminuição do potencial de mem 
brana.
3.5 Efeito do Mexitil sobre o efluxo de prótons.
Depois dos resultados obtidos com o estudo do po 
tencial elétrico de membrana ( descartada a hipótese de que 
a diminuição deste parâmetro seja devido a influência do Me 
xitil sobre a cadeia respiratória ), resta apenas definir 
entre duas possibilidades; ou o antiarrítmico causa influxo 
de prótons para a matriz mitocondrial ( prótons não utiliza 
dos para a síntese do ATP - não conservativos ), ou a dimi_ 
nuição do potencial ê causada pela entrada de cãtions, como 
o sódio e/ou o potássio, que normalmente contribuem para a 
manutenção do potencial de membrana.
Supondo a primeira hipótese, do influxo de pró 
tons não conservativos, seria de se esperar, como resultado, 
uma diminuição do efluxo total de prótons. Ou mais precisa
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Fig. 11 - Efeito do Mexitil sobre o efluxo de prótons indu 
zido pelo ATP em mitocôndrias.
Sistema: KCl 150mM, Tris-HCl ( pH 7,4 ) lmM, rotenona 2,5
Vig, proteína mitocondrial lmg e ATP ( pH 7,4 ) 4mM. O eflu 
xo foi iniciado com a adição do ATP e os resultados ( mé 
dia de três experimentos ) estão expressos em ApH por mî  
nuto.
mente, uma diminuição da variação do pH do sistema extrami 
tocondrial, num dado intervalo de tempo, motivado pelo fato 
de que uma certa parcela de prótons ejetados pela cadeia 
respiratória seria novamente captada pela matriz mitocondri_ 
al, não contribuindo para a diminuição do pH do meio extra 
mitocondrial. Numa situação destas, a curva traçada de con 
centração da droga contra variação do pH do meio por minu 
to, teria um perfil semelhante aos resultados mostrados pa 
ra a queda de potencial de membrana ( figuras 9 e 1 0  ).
Entretanto, quando se analisa a figura 11, refe 
rente â variação do pH por minuto, em função da concentra 
ção do antiarrítmico, vê-se qüe a máxima variação do pH o­
corre para uma concentração de aproximadamente l,6mM de Me 
xitil e não no controle ( ausência da droga ), e que ■ para 
maiores concentrações da droga, esta variação ê aos poucos 
achatada.
Várias razões caberiam para explicar este tipo de 
perfil. Uma delas seria uma possível ativação da ATPase mi 
tocondrial frente â concentração de l,6mM da droga. Esta hi 
põtese parece pouco viável, todavia, pois já se sabe que e 
la causa uma inibição crescente da ATPase mitocondrial ( fi_ 
gura 7 ).
Outra hipótese, mais razoável, ê de que ao invês 
de um influxo de prótons, ocorra um influxo de íóns potá^ 
sio ( veja-se a constituição do sistema utilizado no experjL 
mento ). Isto por um motivo: havendo um influxo de cãtions 
para a matriz mitocondrial, deve haver também uma queda da
— c- I  ̂ ^força proton-motriz ( AyH ), devido a redução do potencial 
elétrico de membrana ( A*/ ) ,e um consequente aumento - com 
pensatório - do ApH. ( Recorde-se aqui que a força prõton- 
motriz ( AyH+) ê dada,a grosso modo,pela expressão simples 
AyH+ = AV + ApH ) .
Pela análise desta expressão, observa-se que um 
decréscimo de A'F implica num aumento de ApH a fim de manter 
a força prõton-motriz constante. E ê isto que o mecanismo 
mitocondrial fez, ativando a hidrólise de ATP, aumentando a 
acidez do sistema de reação.
Outro aspecto, porém, deve ser discutido. A par 
t.ir da concentração da droga em que ocorre a máxima varia 
ção do pH do sistema, esta variação por unidade de tempo 
vai caindo gradativamente até valores de cerca de 60% do 
controle, na máxima concentração do antiarrítmico. Tal fato 
pode ser explicado de duas maneiras distintas:
1- A partir de uma certa concentração da droga, o 
desarranjo da membrana mitocondrial ê tal que ela, além do 
potássio, permitiria a entrada de prótons. Deste modo é cia 
ro que, mesmo funcionando no máximo da sua capacidade,a ATP 
ase mitocondrial jamais conseguiria repor a força prõton-mo 
triz. Havendo influxo de prótons não conservativos, ê forço 
so admitir que a variação do pH do sistema em função do tem 
po, sofreria uma drástica redução.
2- A partir da concentração de Mexitil de l,6mM 
no sistema de reação, a inibição da ATPase é tal ( recorde- 
se da sua ação sobre este complexo ), que menores quantida­
des de ATP seriam hidrolizadas em certa unidade de tempo. 
Em consequência disto, também menores quantidades de pró 
tons seriam bombeadas pelo complexo, causando menor varia 
ção do pH por minuto.
Como se vê, fica extremamente difícil descartar 
totalmente a hipótese do refluxo de prótons para o interior 
da matriz, causado pela droga. Um argumento que se poderia 
usar é de que, não havendo entrada de prótons não conserva- 
tivos, como sugerem as evidências dos estudos polarogrãfi - 
cos, mesmo para concentrações maiores da droga, também não 
haveria tal fenómeno no estudo sobre o efluxo de prótons.
Este argumento pode conter um certo erro, uma vez 
que as condições usadas em polarografia não são iguais âs u 
sadas no efluxo de prótons. Um exemplo disto ê o tamponamen 
to - muito mais fraco no sistema usado para o estudo do e- 
fluxo de prótons.
Novamente aqui, portanto, cabe a linha de raciocí_ 
nio usada anteriormente para as outras análises. Como não ê 
de se esperar " um efeito - uma causa " para uma droga que 
atua sobre algo tão extenso como a membrana mitocondrial, i 
possível que o efeito notado na figura 1 1  seja o resultado 
das duas causas aventadas acima.
3.6 Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondri
al .
Como foi visto ao longo deste trabalho, todas as 
evidências apontam para um influxo de potássio ou de sódio
para a matriz mitocondrial, embora não esteja excluída a hi_ 
põtèse de um refluxo paralelo de prótons, ambos causados pe 
la presença do Mexitil no sistema de reação.
Já o estudo das alterações do "swelling" mitocon­
drial alterado por esta droga não busca dirimir esta dúvi_ 
da, e sim comprovar o provável aumento da permeabili^
dade da membrana a estes cãtions quando em presença do anti 
arrítmico. Uma dúvida que se desfaz logo na primeira análi^ 
se dos resultados obtidos.
Como se pode notar pelas figuras 12 a 19, o "swel 
ling" passivo ( ausência do substrato de oxidação ou de hi 
drólise ) está grandemente aumentado em concentrações cres 
centes da droga, tanto para aquele induzido por sal de só­
dio quanto para com o sal de potássio. Isto se deve ao fato 
de que, com a entrada de um ou de outro destes cátions no 
meio intramitocondrial, este sofreu aumento da sua osmolari^ 
dade, atraindo mais água para o seu interior. Como conse 
quência houve o aparecimento de um "swelling" mitocondrial 
passivo, inexistente na ausência da droga.
O influxo destes cátions, causado pela presença 
da droga, fica ainda mais evidente se for. considerado que 
quantidades crescentes desta, causam uma entrada também
crescente de sódio ou de potássio ( e em consequência um au 
mento do "swelling" passivo ), a tal ponto que o próprio 
"swelling" ativo, induzido pela adição dos substratos,ê gra 
dativamente reduzido.
Nota-se também que para concentrações maiores da 
droga, a reversão do "swelling" esperada depois da adição
Fig. 12 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido por glutamato, na presença de sal de só 
dio.
Sistema: sacarose lOOmM, Tris ( pH 7,5 ) 30mM, EDTA 0,5mM,
acetato de sódio 50mM, proteína mitocondrial 1 ,5mg,suplemen 
tado adequadamente com glutamato 15mM e cianeto de: sódio
lOOyM, num volume final de 3ml. 0 experimento teve início 
com a adição da proteína ( 4- ) , seguido pela adição da droga 
nas concentrações finais no sistema de 1 - 0 ,8mM , 2 - 2 ,0mM,
3- 4, 0mí4 e 4 - 8,0mM, depois glutamato ( G ) e finalmente 
de cianeto ( ® ), para a reversão do "swelling", que foi a 
companhado em 575nm a 28°C.
Fig. 13 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido por succinato na presença de sal de só 
dio.
Sistema: o mesmo da figura 12, suplementado com succinato
de sódio 15mM, rotenona 4,2yM e cianeto de sódio lOOyM, num 
volume final de 3ml. ( 4- ) proteína e rotenona, seguidas pe 
la adição da droga para as concentrações finais de 1- 0,8mM, 
2- 2,0mM, 3- 4,OmM e 4- 8,0mM. ( S ) succinato e ( ® ) cia
neto. 0 "swelling" foi acompanhado em 575nm a 28°C.
Fig. 14 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido por ascorbato + TMPD na presença de sal 
de sõdio.
Sistema: o mesmo da figura 12, suplementado adequadamente
com TMPD 0,6mM e ascorbato de sódio 15mM, rotenona 4, 2yM e 
cianeto de sõdio lOOyM, num volume final de 3ml. O experi - 
mento teve início com a adição da proteína e da rotenona 
( 4- ) , seguido pela adição da droga nas concentrações fi­
nais de 1- 0,8mM, 2- 2,0mM, 3- 4,OmM e 4- 8,0mM, depois do 
TMPD:e ascorbato ( C ), e finalmente do cianeto ( • ) para 
a reversão do "swelling", acompanhado em 575nm, a 28°C.
Fig.15 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido pelo ATP, em presença de sal de sódio. 
Sistema: o mesmo da figura 12, suplementado adequadamente
com ATP 5mM, cianeto de sódio lOOyM e FCCP 0,48yM, para um 
volume final de 3ml. 0  experimento teve início com a adição 
da proteína e do cianeto ( 4 ) , seguido pela da droga nas
concentrações finais de 1- 0,8mM, 2- 2,0mM, 3- 4,OmM e 4­
8,0mM, do ATP ( A ) e finalmente do FCCP ( ® ) para a re
versão do "swelling", acompanhado em 575nm a 28°C.
Fig. 16 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido por glutamato, na presença de sal de sõ 
dio.
Sistema: sacarose lOOmM, KH2 PO4 20mM, Tris ( PH 7,4) 30mM,
EDTA 0,5mM e proteína mitocondrial l,5mg, suplementado ade 
quadamente com glutamato de sódio 15mM, rotenona 4,2yM,vali1  
nomicina l,7yg/ml num volume final de 3ml. O experimento foi 
iniciado com a adição da proteína ( 4- ) , seguida pela da 
droga em concentrações finais de 1- 0,8mM,2- 2,0mM, 3- 4,0
mM e 4- 8 ,OmM. Em seguida foram adicionados o glutamato e a 
valinomicina ( G ) e finalmente a rotenona ( 9 ) para a re 
versão do "swelling" acompanhado em 520nm a 28°C. .
Fig. 17 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondr-ial 
dirigido por succinato, na presença de sal de po 
tãssio.
Sistema: o mesmo da figura 16, suplementado adequadamente
com rotenona 4,2yM, valinomicina l,7yg/ml, succinato de só 
dio 15mM e cianeto de sõdio lOOyM. As adições se fizeram na 
ordem; ( 1 ) proteína e rotenona, droga nas concentrações 
finais de 1- 0,8mM, 2- 2,0mM, 3- 4,OmM e 4- 8,0mM, ( S )suc
cinato e valinomicina e ( ® ) cianeto para a reversão do 
"swelling", acompanhado em 520nm, a 28°C.
- Fig. 18 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
' dirigido por ascorbato + TMPD na presença de sal
de potássio.
Sistema: o mesmo da figura 16, suplementado adequadamente
com rotenona 4,2yM , valinomicina l,7yg/ml, ascorbato de só 
dio 15mM + TMPD 0,6mM e cianeto de sódio lOOyM. As adições 
se fizeram como segue: ( 4 ) proteína e rotenona, droga nas
concentrações finais de 1- 0,8mM, 2- 2,0mM, 3- 4,0mM e 4­
8,0mM, ( C ) ascorbato e valinimicina e ( © ) cianeto para
a reversão do "swelling" , acompanhado em 520nm, a 28°C.
Fig. 19 - Efeito do Mexitil sobre o "swelling" mitocondrial 
dirigido por ATP na presença de sal de potássio. 
Sistemas o mesmo da figura 16, suplementado adequadamente 
com cianeto de sódio lOOyM, ATP 5mM, valinomicina l,7yg/ml e 
FCCP 0,48yM. As adições se fizeram como segue: ( 4- ) proteí
na e cianeto, droga nas concentrações finais de 1- 0,8mM ,
2- 2,OmM, 3- 4,OmM e 4- 8,0mM, ( A ) ATP e valinomicina, e
FCCP ( 9 ) para a reversão do "swelling" acompanhado em
520nm a 28°C.
do cianeto ou do FCCP, simplesmente não aconteceu. Uma hipõ 
tese plausível para este fenômeno poderia ser o desapareci­
mento total — ou quase total — do potencial elétrico de mem 
brana, causado pela entrada excessiva dos cãtions.
Esta hipótese se torna clara quando se raciocina 
em termos de uma diminuição do ApH entre matriz mitocondri­
al e sistema de reação, provocada pela adição de um bloquea 
dor da cadeia respiratória como o cianeto ou de um desaco - 
plador como o FCCP. Nestas condições, a tendência natural 
dos prótons ê refluir para a matriz, havendo uma expulsão 
de cãtions, reduzindo a osmolaridade do meio intramitocon - 
drial e revertendo o "swelling". Este refluxo de prótons,en 
tretanto, vai depender de um potencial elétrico de membrana 
para se processar. Inexistindo este último, inexistirã a re 
versão do "swelling". „
É o que parece acontecer no caso de altas concen­
trações da droga. Ao que tudo indica, a entrada de cátiòns 
para o interior da matriz ê tão grande que chega a anular 
completamente o potencial de membrana, a ponto de impossibi_ 
litar a entrada de prótons ( ou de deixã—la apenas por con 
ta de um fenômeno de difusão ).
Este último raciocínio parece ir totalmente con 
tra os resultados dos estudos polarogrãficos, em que mito 
côndrias sujeitas às mesmas concentrações da droga ( que a 
qui provocam desaparecimento do potencial de membrana ), con 
tinuam fosforilando, com uma relação ADP:0 e com a velocida 
de respiratória do estado IV relativamente inalteradas. A­
contece porém, que as condições do sistema de reação usadas 
naqueles estudos - isotõnicos em relação ã matriz mitocon - 
drial -, são totalmente diferentes das condições do presen 
te sistema de ensaio ( hipotônico em relação â matriz mito 
condrial ). Tentativas de induzir o mesmo "swelling" u­
sando-se mitocôndrias suspensas em meio de VOSS (1961), pro 
duziram resultado nulo.
4. DISCUSSÃO FINAL.
Embora o intuito inicial do presente trabalho não 
tenha sido o de esgotar, numa pesquisa exaustiva, todas as 
alterações sobre a fisiologia mitocondrial, causadas pelo 
antiarrltmico em estudo, os dados colhidos até a presente 
data já possibilitam uma visão panorâmica das :■ interações 
principais da droga. Interações que podem ser resumidas em 
dois efeitos principais, e que cabem como explicação para 
os resultados colhidos durante a fase experimental.
São eles: 1- Inibição do complexo I da cadeia res 
piratória e 2- Aumento da permeabilidade da membrana mito 
condrial a cátions como o sódio e o potássio.
1- Inibição da complexo I da cadeia respiratória.
Tendo em vista os resultados dos estudos polaro 
gráficos, tinha-se uma pálida idéia deste item, uma vez que 
o efeito mais marcante da ação do antiarrltmico era a dirai 
nuição da velocidade respiratória no estado III, durante a 
oxidação dos substratos NAD+ dependentes ( glutamato e a-ce 
toglutarato ). E, embora outro efeito notável tenha sido a 
redução do controle respiratório ( RC ), este último pode 
ser visto apenas como consequência do primeiro, uma vez que 
não houve alterações significativas no estado IV da respira 
ção mitocondrial. Paralelamente pequena redução da relação 
ADP:0 foi observada na oxidação destes substratos.
Já na oxidação do substrato FAD dependente ( suc- 
cinato ), houve uma repetição de todos os efeitos,porém com 
uma grande diferença; Longe de ser tão drástica quanto no
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Complexos enzimãticos da cadeia transportadora de elétrons.
NADH CoQ - redutase 
succinato CoQ - redutase 




IV - citocromo c - oxidase
NADH - oxidase ( 1,111 e IV ) - grande inibição.
NADH citocromo c - redutase ( I e III) - grande inibição, 
succinato - oxidase ( II,III e IV ) - pequena inibição, 
citocromo c - oxidase ( IV ) - nenhuma inibição.
NADH - desidrogenase ( parte do complexo I ) .1- estímulo.
cit c red 02
cit cox H2 0
Esquema 1 - Efeito do Mexitil sobre os vários sistemas enzi 
máticos em mitocondrias.
Note-se que onde o complexo I está envolvido no transporte de 
elétrons,a inibição provocada pelo Mexitil ê maior.
caso dos substratos NAD+ dependentes, a diminuição da veloci­
dade respiratória durante o estado III, para o succinato, foi 
bem mais discreta, definindo assim a primeira pista para a e­
lucidação de um dos efeitos da droga.
Imediatamente, devido a estas diferenças de com 
portamento fisiológico frente a substratos NAD+ e FAD depen 
dentes sob a ação do Mexitil, foram deixadas de lado várias 
hipóteses que serviriam para explicar a queda de consumo de 
C>2 no estado III durante a oxidação do glutamato e do a- ceto 
glutarato. Isto porque, tanto os substratos NAD+ quanto os 
FAD dependentes, compartilham muitos sistemas enzimãticos pa 
ra as suas oxidações e posterior aproveitamento energético.Co 
mo consequência, qualquer alteração em um destes sistemas,não 
caberia para explicar as diferenças de velocidade de ^oxida 
ção encontradas no estado III para um e para outro. Ê o caso 
da ATPase mitocondrial, dos carreadores de fosfato e de ADP e 
até dos complexos III e IV da cadeia respiratória, já que
qualquer inibição profunda nestes sistemas, iria alterar os 
parâmetros respiratórios para qualquer dos substratos ensa 
iados.
Por um motivo diferente foi descartada a hipóte­
se de uma possível ação do Mexitil sobre os carreadores gluta 
mato-aspartato e a-cetoglutarato-malato, uma vez que não foi 
notada nenhuma diferença na atuação da droga quando ela foi 
adicionada antes ou depois dos substratos ensaiados. Em ou 
tras palavras; se existisse inibição sobre os carreadores,era 
de se esperar que a inibição do estado III fosse bem maior
nos experimentos em que o antiarrítmico foi adicionado antes 
da adição do substrato ao sistema.
Restava portanto uma única explicação plausível pa 
ra os fenômenos observados nos estudos polarogrãficos, e que 
foi corroborada nos ensaios das atividades enzimãticas de fra 
ções da cadeia respiratória ; a inibição desta última, ao ní 
vel do complexo I.
Com efeito, enquanto os segmentos da cadeia respi­
ratória comuns para a oxidação dos substratos ensaiados não 
sofrem ação muito grande do antiarrítmico ( CoQí^ citocromo 
c - redutase e citocromo c - oxidase ), resta admitir que a i  
nibição da NADH - oxidase e da NADH citocromo c - redutase,se 
localiza ao nível do complexo I. Ou ainda mais precisamente , 
ao se levar em conta o estimulo sofrido pela NADH - desidroge 
nase, no segmento compreendido entre esta e a coenzima Q.
E claro que, em torno da inibição mais drástica de£
te segmento da cadeia transportadora de elétrons, existem ou 
tras menores, como é o caso da succinato-oxidase. Isto era de 
se esperar já què o Mexitil, como todos os anestésicos lo­
cais, age diretamente sobre as membranas biológicas.
Todos os medicamentos interagem com estas membra - 
nas mas, enquanto a maioria deles apenas as atravessam, ou­
tros fixam-se nas proteínas ou nos complexos lipídio - protei
cos, localizados nas membranas dos sistemas celulares. No pri
meiro caso, a membrana não ê modificada pela interação com 
a droga. Entretanto com outros, especialmente os anestésicos 
locais - inibidores da excitabilidade das membranas neuroni -
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ais -, ocorrem modificações mais ou menos profundas da es 
trutura da bicapa lipldica, que se traduzem por modifica 
ções de suas propriedades fisiológicas, como ê o caso das 
atividades ligadas à membrana mitocondrial.
Como o Mexitil é também um anestésico local (SINGH 
e VAUGHAN-WILLIAMS , 1972), estas considerações são igual 
mente verdadeiras. Devido â sua natureza anfipãtica,da qual 
decorre a sua lipossolubilidade, não se poderia esperar que 
os seus efeitos fossem restritos a um determinado sistema 
enzimático, uma vez que em mitocôndrias, a maioria destes 
ê dependente , do ponto de vista funcional, das interações 
lipídeo-proteína ( GREEN e FLEISHER, 1963 ; CARROL e RA­
CKER, 1977 ). Em resumoj como o sitio de atuação direta da 
droga em estudo parece ser a membrana mitocondrial, ê de se 
esperar que os seus efeitos-se façam sentir sobre uma ampla 
gama de sistemas enzimaticos.
Ê por este motivo que, no decorrer deste trabalho, 
uma multiplicidade de efeitos foi observada sobre vários pa 
râmetros fisiológicos em mitocôndrias, provocados pelo anti. 
arrítmico, muitos deles não resultantes de ação direta so 
bre os sistemas enzimáticos mas sim decorrentes das altera­
ções induzidas sobre a fração lipidica da membrana. Não ê 
de se estranhar, portanto, que sistemas mais dependentes de 
interações lipídicas tenham sofrido maior ação do Mexitil ,
( como ê o caso da NADH CoQ - redutase) , ao passo que ou 
tros, menos dependentes destas interações lipídeo - proteí­
nas ( CoQH? citocromo c - redutase e citocromo c-oxidase) ,
pouco ou nada tenham sofrido ( SINGER, 1974 ).
2- Aumento da permeabilidade da membrana mitocon 
drial a cãtions, provocada pelo Mexitil.
Ê claro que, desde que o sitio de atuação do antî  
arrltmico ê a membrana biológica como um todo, alterações 
das suas propriedades flsico-químicas também seriam espera 
das, e não somente inibições a nível enzimãtico ou de siste 
mas. ,
A primeira evidência de que isto ê correto, surgiu 
dos estudos da atuação das droga sobre o potencial de mem 
brana. Desde que a queda deste potencial, para todos os sute 
tratos ensaiados, mostrou o mesmo perfil, estava descartada 
a hipótese de que ela era devida a interações do antiarrít­
mico com a cadeia respiratória. Como possíveis explicações 
do fato ficaram; ou o influxo de prótons para a matriz mito 
condrial, ou a entrada de cãtions ( como o potássio e o só 
dio ). Qualquer dos fenômenos implica em queda de potencial 
de membrana.
Ao se admitir o influxo de prótons, entretanto, fj. 
ca difícil explicar a moderada estabilidade do estado IV da 
resplraração mitocondrial nos estudos polarográficos.Se tal 
ocorresse, era de se esperar um razoável estímulo da veloci^ 
dade de consumo de oxigênio nesta fase, já que este influxo 
simularia um estado de fosforilação, fazendo com que a vélo 
cidade respiratória do estado IV se assemelhasse com a do 
estado III. Além disto, supondo um refluxo de prótons, a re
lação ADPiO cairia sensivelmente, o que não aconteceu.
0 estudo da influência do Mexitil sobre o efluxo 
de prótons confirmou estas suspeitas, pois para uma determi 
nada concentração da droga, verificou-se aumento do efluxo 
total de prótons por unidade de tempo; um resultado que não 
seria de se esperar caso houvesse influxo de prótons para 
a matriz mitocondrial. Tal resultado ê plausível apenas se 
for levada em conta a hipótese de haver influxo de cãtions, 
já que os resultados obtidos da ação da droga sobre a ATP 
ase, descartam a possibilidade de estar ocorrendo estí
mulo deste complexo a uma determinada concentração do anti 
arrítmico ( o que iria ocasionar o pico de ApH/min observa­
do na figura 11 ). Havendo este influxo de cãtions ( sódio 
ou potássio ), ocorre uma redução do potencial de membrana 
( A¥ ), que por sua vez vai ocasionar uma diminuição da for 
ça prõton-motriz ( AyH+ ). Para compensar tal redução, mais 
prótons são ejetados para o exterior por unidade de tempo, 
contrabalançando o potencial elétrico perdido, o que se tra 
duz por estímulo do efluxo de prótons observado.
Assim, embora a hipótese do influxo de prótons não 
possa ser totalmente descartada ( admitindo-se que ela ocor 
ra de forma bem diminuta ), fica patente que a entrada de 
cãtions para a matriz mitocondrial ê um fato, em presença 
do Mexitil. Fenômeno que se torna facilmente visível nos es 
tudos das alterações do "swelling" mitocondrial induzidas 
pelo antiarrítmico. Neles, em presença do Mexitil,comprovou 
se haver aumento do "swelling" mitocondrial passivo, quando
na ausência da droga ele nem existe. Aumento que é tanto ma 
ior quanto maior ê a  concentração do antiarrltmico.
Esta alteração do "swelling" por sua vez, só pode 
ria ser explicadâ pela alteração da permeabilidade dã mem 
brana mitocondrial, que permite o influxo de cãtions. ( In­
fluxo que aumentará a osmolaridade da matriz mitocondrial, 
ocasionando a entrada de água que, por sua vez, causará au 
mento de volume da matriz mitocondrial ). Isto é verdade 
tanto para o sódio ( figuras 12 a 15 ) quanto para o potãs 
sio ( figuras 16 a 19 ), confirmando as suspeitas iniciais 
aventadas com os estudos do potencial de membrana e efluxo 
de prótons.
Fica patente, com estes resultados, não somente a 
atuação do Mexitil sobre os complexos enzimãticos, como tam 
bêm sobre a flsico-química da membrana mitocondrial,uma vez 
que, sendo uma droga lipossolüvel, ela parece modificar si£ 
nificativãmente a membrana biológica como um todo. Modifica 
ções que, sem dúvida, não se restringem somente â membrana 
mitocondrial, tomada aqui como simples modelo. A verdade ê 
que seus efeitos devem ser gerais sobre todas as membranas 
celulares.
5. CONCLUSÕES
Da análise dos efeitos do Mexitil sobre o metabo­
lismo mitocondrial, tira-se as seguintes conclusões:
- grande inibição do estado III da respiração mito 
condrial, para substratos NAD+ dependentes e leve inibição 
do mesmo estado quando da oxidação do substrato FAD dependen 
te. Para os dois substratos, a relação ADP:0 e o estado IV 
praticamente não sofreram alterações.
- grande inibição dos complexos NADH-oxidase e NADH 
citocromo c-redutase, leve decréscimo da atividade da succi- 
nato-oxidase, nenhuma alteração sobre a citocromo c- oxidase 
e estímúlo da NADH-desidrogenase. -
- ligeiro decréscimo do potencial de membrana para 
todos os substratos ensaiados ( ATP, ascorbato+TMPD, glutama 
to, a-cetoglutarato e succinato ).
- estímulo do ApH por minuto, em determinada con 
centração da droga.
- aumento do grau de "swelling" mitocondrial passi^ 
vo, tanto para o sódio quanto para o potássio.
Todos os resultados apresentados são consistentes 
com 1- inibição do complexo I da cadeia respiratória e 2 - 
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial a cãtions 
como o sódio e o potássio. Ambos os efeitos são provavelmen­
te devidos a interações ocorridas entre a droga e a membrana 
mitocondrial interna, devido à rlatureza anfipãtica do antiar 
rítmico.
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